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1^ - B u t a d i e n e (B D ) , a c o l o r l e s s g a s , h a s b e e n m a i n ly u s e d i n t h e
m a n u f a c t u r e o f s y n t h e t i c r u b b e r . E m i s s i o n o f B D m a y o c c u r d u r i n g i t s
m a n u f a c t u r e , s t o r a g e , t r a n s p o r t , u s e o r d i s p o s a l . B D h a s a l s o b e e n f o u n d i n
a u t o m o b i l e e x h a u s t [ 1 ] a n d c i g a r e t t e s m o k e [2 ] . B D i s l i s t e d a s o n e o f 18 9
h a z a r d o u s a i r p o l l u t a n t s i n t h e 19 9 0 C l e a n A i r A c t A m e n d m e n t s [3 ] .
T h e I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r h a s c l a s s i f i e d B D a s a
g r o u p 2 A c a r c i n o g e n [4 ] w i th s u f f i c i e n t e v i d e n c e f o r c a r c i n o g e n i c i t y i n
e x p e r i m e n t a l a n i m a l s , b u t l im i t e d e v i d e n c e f o r c a r c i n o g e n i c i t y o f B D i n h u m a n s .
E p i d em i o l o g i c a l s t u d i e s o f w o r k e r s e x p o s e d t o B D p r o v i d e c o n t r o v e r s i a l
e v i d e n c e w i t h th e r e s u l t s s h o w i n g t h e a s s o c i a t i o n o f B D e x p o s u r e w i t h
l y m p h a t i c a n d h e m a t o p o i e t i c c a n c e r s d e s p i t e a n o v e r a l l d e f i c i t i n c a n c e r
m o r t a l i t y [5 , 6 ] . R e c e n t f i n d i n gs i n r o d e n t i n h a l a t i o n c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s o f
B D h a v e d e m o n s t r a t e d th e s t r i k i n g l y h i g h s e n s i t i v i t y o f m i c e t o B D - i n d u c e d
t u m o r s c o m p a r e d t o r a t s [7 - 9 ] . L o w e x p o s u r e o f B D , e v e n a t 6 . 2 5 p p m , i n c r e a s e d
i n c i d e n c e s o f t u m o r s i n f e m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e ; i n c o n t r a s t , i n c r e a s e d i n c i d e n c e s o f
t u m o r s w e r e o n l y s e e n i n Sp r a g u e - D a w l e y r a t s e x p o s e d t o 10 0 0 t o 8 0 0 0 p p m B D .
T h e m a r k e d s p e c i e s d i f f e r e n c e i n c a r c i n o g e n i c p o t e n c y o f B D i s n e a r l y t h r e e
o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r i n m i c e t h a n r a t s , a n d h e n c e B D i s a p o t e n t
c a r c i n o g e n i n m i c e a n d a w e a k c a r c i n o g e n i n t h e r a t .
A c c o r d i n g t o s e v e r a l s t u d i e s o n t h e m e t a b o l i s m o f B D , B D i s f i r s t
m e t a b o l i z e d b y c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 m o n o o x y g e n a s e (CY P 2 E 1) t o 1 , 2 -
e p o x y b u t e n e (E B ), a n d t h e n E B c a n b e e i t h e r o x i d i z e d f u r th e r t o d i e p o x y b u t a n e
(D E B ) o r h y d r o l y z e d v i a e p o x i d e h y d r o l a s e t o 3 - b u t e n e - l , 2 - d i o l , w h i c h c a n b e
s u b s e q u e n t ly m e t a b o l i z e d t o 3 , 4
- e p o x y
- l
,
2- b u t a n e d i o l (E B D ) v i a c y t o c h r o m e
P 4 5 0 [ 10 - 13 ] . T h e e l i m i n a t i o n o f B D m a y e i t h e r p r o c e e d b y g l u t a t h i o n e
c o n j u g a t i o n t o E B o r D E B , o r b y h y d r o l y s i s o f E B o r D E B [ 13 ] .
B D m u t a g e n i c i t y i n t h e p r e s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n h a s b e e n
d em o n s t r a t e d i n t h e S . t y p h im u r i u m a s s a y . T h e r e a c t i v e m e t a b o l i t e s E B a n d D E B
a r e s t r o n g l y m u t a g e n i c i n t e s t s y s t e m s s u c h a s S a lm o n e l l a , Sa c c h a r o m y c e s , a n d
D r o s o p h i l a [ 1 4 , 15 ] . T h e m u t a g e n i c i t y o f a l l t h r e e m e t a b o l i t e s , E B , E B D a n d D E B ,
h a s b e e n s h o w n a t b o t h tk a n d hp r t l o c i i n c u l t u r e d T K 6 h u m a n l y m p h o b l a s t o i d
c e l l s [ 16 ] . Si m i l a r l y , B D , E B a n d D E B w e r e m u t a g e n i c i n s p l e n i c T c e l l s f r o m
e x p o s e d B 6 C 3 F 1 m i c e [ 1 7 ] . I n c r e a s e s i n s i s t e r c h r o m a t i d e x c h a n g e , c h r o m o s o m a l
a b e r r a t i o n s
,
a n d m i c r o n u c l e a t e d p e r i p h e r a l b l o o d e r y th r o c y t e s w e r e f o u n d a f t e r
i n v i v o e x p o s u r e t o B D [ 18 , 19 ] . E x p o s u r e o f B D a l s o c a u s e d c o v a l e n t b i n d i n g t o
h e m o g l o b i n [2 0 ] a n d n u c l e a r p r o t e i n s [2 1, 2 2 ] a n d p r o t e i n - D N A a n d D N A - D N A
c r o s s l i n k s [2 3 ] i n m i c e .
A s t h e m a jo r m e t a b o l i t e o f B D m e t a b o l i s m , E B h a s b e e n s h o w n t o r e a c t
w i t h d e o x y g u a n o s i n e a n d i n v i t r o D N A t o f o r m t w o m a i n a d d u c t s i d e n t i f i e d a s
7- (2 - h y d r o x y - 3 - b u t e n - l - y l )gu a n i n e (E B - G u a I ) a n d 7 - (l - h y d r o x y - 3 - b u t e n - 2 -
y Dg u a n i n e (E B - G u a I I ) [ 2 4 ] . D E B h a s a l s o b e e n s h o w n t o r e a c t w i t h g u a n i n e to
g i v e a n a d d u c t , 7
- N - (2 , 3 , 4 - t r i h y d r o x y b u t y l )g u a n i n e [ 23 ] . E B - G u a I I a n d 7 - N -
(2 , 3 , 4 - t r i h y d r o x y b u t y l ) g u a n i n e w e r e d e t e c t e d , b u t n o t q u a n t i t a t e d i n t h e l i v e r
D N A h y d r o l y s a t e f r o m B 6C 3 F 1 m i c e e x p o s e d t o 5 0 0 p p m ( l , 4 -
" C ) l , 3 - b u t a d i e n e ;
h o w e v e r , t h e y w e r e n o t d e t e c t e d i n D N A f r o m r a t s a f t e r e x p o s u r e t o
^ ' ' C - B D [2 3 ] .
T h e r e s u l t s o f t h e m u t a t i o n a l s p e c t r u m i n d u c e d by E B i n s p l e n i c T
- c e l l s o f
m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e h a v e s h o w n f o u r A : T - >G :C t r a n s i t i o n s a n d o n e A : T - > C : G
t r a n s v e r s i o n a m o n g 18 b a s e p a i r s u b s t i t u t i o r \ s [ 1 7 ] . F u r t h e r m o r e , n e a r l y h a l f o f
t h e p o i n t m u t a t i o n s i n d u c e d b y B D , E B , a n d D E B o c c u r e d a t A : T b a s e p a i r s [ 1 7 ] .
A d d i t i o n a l l y , t w o s t u d i e s o n th e f r e q u e n c y o f m u t a t i o n s i n t h e b o n e m a r r o w o f
B 6 C 3 F 1 l a d t r a n s g e n i c m i c e h a v e d em o n s t r a t e d i n c r e a s e d p o i n t m u t a t i o n s a t A : T
b a s e p a i r s f o l l o w i n g B D i n h a l a t i o n e x p o s u r e s [ 2 5 , 2 6 ] . T h e s e i n v i v o d a t a s u gg e s t
t h a t a d e n i n e D N A a d d u c t s m a y b e i n v o l v e d i n B D m u t a g e n e s i s a n d
c a r c i n o g e n e s i s . T h e p u r p o s e o f t h e p r e s e n t s t u d y i s t o c h a r a c t e r i z e t w o m a i n
a d d u c t s t h a t a r e f o r m e d f r o m t h e r e a c t i o n o f E B w i t h a d e n i n e , a n d t o u s e
s jm t h e s i z e d E B - g u a n i n e a n d E B
- a d e n i n e a d d u c t s a s r e f e r e n c e c o m p o u n d s t o
d e t e c t a n d q u a n t i t a t e t h e c o r r e s p o n d i n g a d d u c t s p e c i e s f o r m e d i n D N A
i n c u b a t e d i n v i t r o w i t h E B .
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C h e m i c a l s
E B (9 8% ) w a s o b t a i n e d f r o m A l d r i c h (M i lw a u k e e , W I ) . G l a c i a l a c e t i c a c i d
w a s b o u g h t f r o m E M S c i e n c e (G i b b s t o w n , N J) . A d e n i n e , g u a n i n e , g u a n o s i n e ,
c a c o d y l i c a c i d a n d c a l f t h y m u s D N A w e r e p u r c h a s e d f r o m Si g m a (S t . L o u i s ,
M O ). A c e t o n e , d i e t h y l e t h e r , m e th a n o l , a n d H C l w e r e p u r c h a s e d f r o m
M a l l i n c k r o d t (P a r i s , K Y ) . A c e t i c a c i d , a m m o n i u m f o r m a t e , T r i s , p o t a s s i u m
d i h y d r o g e n p h o s p h a t e , a n d p o t a s s i u m h y d r o x i d e w e r e b o u g h t f r o m F i s h e r
Sc i e n t i f i c (P i t t s b u r g , P A ) . C I 8 r e v e r s e p h a s e r e s i n a n d p h o s p h o r u s p e n t a o x i d e
w e r e p u r c h a s e d f r o m B a k e r (P h i l l i p s b u r g , N J) .
H i g h P e r f o r m a n c e L i q u i d C h r o m a t o g r a p h y (H P L C )
A C 1 8 r e v e r s e p h a s e c o l u m n (d e s c r i b e d b e l o w i n e a c h s e c t i o n o f m e th o d s ) ,
a R h o d y n e i n j e c t o r (B a x t e r , C h a r l o t t e , N C ) e q u i p p e d w i t h a 2 - m l i n j e c t i o n l o o p , 2
W a t e r s 5 10 H P L C p u m p s (M i l l i p o r e , M i l f o r d , M A ), a n d o n e o f tw o d e t e c t i o n
s y s t e m s w e r e u s e d f o r t h e a n a l y s i s o f s o m e r e a c t i o n p r o d u c t s : (1) a H e w l e t t
P a c k a r d 1 04 0 A d i o d e - a r r a y d e t e c t o r (D A D ) e qu i p p e d w i t h a H P L C - d e t e c t i o n
c o m p u t e r s y s t e m , (2 ) a n A p p l i e d B i o s y s t e m s , I n c . (R a m s e y , N J) 75 7 a b s o r b a n c e
d e t e c t o r . T h e e l u e n t s u s e d i n t h e H P L C s e p a r a t i o n o f t h e r e a c t i o n p r o d u c t s i n a
r e a c t i o n m i x t u r e a r e d e s c r i b e d b e l o w .
M a s s Sp e c t r o m e t r y
L i q u i d s e c o n d a r y i o n i z a t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y (L SI M S ) w a s c o n d u c t e d t o
o b t a i n m a s s s p e c t r a o f a n a l y t e s u s i n g a V G 7 0 - 2 5 0 SE Q h y b r i d m a s s s p e c t r o m e t e r
e q u i p p e d w i t h a C s
*
g u n o p e r a t i n g a t a p r i m a r y i o n b e am o f 3 0 k V . T h e C s
* i o n s
w e r e a l l o w e d t o b o m b a r d t h e s a m p l e d i s s o l v e d i n a m a t r i x c o n t a i n i n g a m i x t u r e
o f m e t h a n o l a n d w a t e r . T a n d e m s p e c t r o m e t r y (M S / M S ) s t u d i e s w e r e p e r f o r m e d
b y m a s s
- s e l e c t i n g p o s i t i v e i o n s f r o m t h e m a g n e t i c a n a l y z e r a n d a l l o w i n g t h e m to
c o l l i d e w i t h n e u t r a l A r a t o m s (p r e s s u r e 2 x 10
' ^
t o r r ) p r e s e n t i n t h e f i r s t
qu a d r u p o l e a t a c o l l i s i o n e n e r g y o f 5 0 e V f o l l o w e d b y th e m a s s a n a l y s i s w i t h th e
s e c o n d q u a d r u p o l e .
R e a c t i o n o f E B w i t h G u a n o s i n e
T h e p r o c e d u r e u s e d w a s m o d i f i e d f r o m t h a t o f C i t t i e t a h [ 2 4 ] . G u a n o s i n e
(1 0 5 m g , 0 . 3 7 m m o l ) w a s r e a c t e d w i th E B (2 6 6 m g , 3 . 7 2 m m o l ) i n 1 . 75 m l a c e t i c
a c i d (d i l u t e d f r o m e qu a l v o l u m e , 0 . 8 7 5 m l , o f d i s t i l l e d w a t e r ) . T h e r e a c t i o n
m i x t u r e w a s h e a t e d a t 5 0
° C f o r 5 h o u r s . T h e r e a c t i o n w a s s t o p p e d w i t h 1 . 7 5 m l
a c e t o n e a n d 7 . 0 m l d i e t h y l e t h e r . T h e p r e c i p i t a t e a f t e r c e n t r i f u g a t i o n i n a C e n t r a -
8 R T a b l e t o p c e n t r i f u g e (I n t e r n a t i o n a l E q u i p m e n t C o m p a n y , N e e d h a m H e i g h t s ,
M A ) a t 4 0 0 r p m (2 0 x g) f o r 5 m i n u t e s w a s d i s s o l v e d i n 2 0 m M p o t a s s i u m
p h o s p h a t e p H 5 . 5 (2 m l ) . T h i s p r o d u c t s o l u t i o n w a s h y d r o l y z e d b y h e a t i n g a t
8 0 ° C f o r 5 h o u r s i n 1 N H C l
,
a n d n e u t r a l i z e d w i t h 1 N K O H a n d th e n f r o z e n
u n t i l l a t e r H P L C a n a l y s i s . T h e H P L C c o l u m n u s e d i n t h e s e p a r a t i o n o f E B
-
g u a n o s i n e h y d r o l y s a t e w a s a B a x t e r (M cG a w P a r k , I L ) B & J O D 5 o c t a d e c y l
a n a l y t i c c o l u m n (2 5 x 0 . 4 6 c m , 5m m ) . T h e e l u e n t s u s e d i n H P L C w e r e ( a ) 7 0%
a q u e o u s m e th a n o l (d e g a s s e d ) a n d (b ) 2 0 m M p o t a s s i u m p h o s p h a t e b u f f e r , p H
5 . 5 (d e g a s s e d ) . T h e c o n d i t i o n s o f f l o w r a t e (P R ) a n d g r a d i e n t i n t h e H P L C
s e p a r a ti o n w e r e : (1 ) P R 1. 5 m l / m i n , a n d (2 ) a l i n e a r g r a d i e n t fr o m 1 5% (a ) a n d
8 5 % (b ) t o 5 0% o f e a c h o v e r 3 0 m i n u t e s . P u r i f i e d f r a c ti o n s a t t h e s a m e r e t e n ti o n
ti m e w e r e p o o l e d i n t o a s o l u ti o n a n d a s m a l l p o r ti o n o f t h e p o o l e d s o l u ti o n w a s
u s e d f o r H P L C a n a l y s i s w i t h D A D t o o b t a i n a p u r i t y i n d e x (s p e c t r a m a t c h v a l u e
w h i c h r a n g e s f r o m 0 t o 1 0 0 0 , i n d i c a ti n g n o c h a n g e i n a b s o r p ti o n s p e c t r a a t
c o n s e c u t i v e ti m e p o i n t s o f a p e a k ) f o r t h e p o o l e d f r a c ti o n s . T h e f r a c ti o n s o f
i n t e r e s t w e r e f r e e d f r o m p h o s p h a t e s a l t s b y a p p l y i n g t o t h e H P L C c o l u m n a n d
w a s h i n g w i th d e g a s s e d d i s t i l l e d w a t e r f o r t h e f i r s t 3 0 m i n a n d th e n a l i n e a r
g r a d i e n t f r o m 1 0 0% d e g a s s e d d i s t i l l e d w a t e r t o 1 0 0 % d e g a s s e d m e t h a n o l i n 5
m i n . T h e f r a c t i o n s o f i n t e r e s t w e r e c o l l e c t e d a n d t h e n e v a p o r a t e d i n v a c u o t o
d r y n e s s s b y a Sa v a n t (F a r m i n g d a l e , N Y ) s v c l OO s p e e d
- v a c a n d t h e n d i s s o l v e d i n
d i s t i l l e d w a t e r t o m e a s u r e ^ a x ^ ^ ^ ^m i n ^ ^^^ a Sh im a d z u (C o l u m b i a , M D ) U V -
16 0 U s p e c t r o p h o t o m e t e r . A f t e r d r y i n g a g a i n th r o u g h t h e s p e e d
- v a c
,
t h e
f r a c t i o n s w e r e s u b je c t e d t o L S I M S a n d M S / M S .
R e a c t i o n o f E B w i t h A d e n i n e
A d e n i n e (5 0 m g , 0 . 3 7 m m o l ) w a s r e a c t e d w i th E B (2 6 6 m g , 3 . 7 2 m m o l ) i n a
m i x t u r e o f 1 5 m l 1 0 m M T r i s - H C l p H 7 . 2 w i th 15 m l m e th a n o l . T h e r e a c t i o n
m i x t u r e w a s h e a t e d a t 5 0° C f o r 5 h o u r s . U n r e a c t e d E B w a s e x t r a c t e d f r o m t h e
r e a c t i o n m i x t u r e b y a d d i n g a n d d e c a n t i n g 1 2 0 m l d i e t h y l e t h e r t w i c e . T h e
r em a i n i n g r e a c t i o n m i x t u r e w a s f r o z e n u n t i l l a t e r H P L C a n a l y s i s . P r i m a r y
s e p a r a t i o n o f E B
- a d e n i n e p r o d u c t s w a s c o n d u c t e d w i t h a B e c k m a n (Fu U e r t o n ,
C A ) o c t a d e c y l s e m i - p r e p a r a t i v e c o l u m n (2 5 x 1 c m , 5 m m ) c o u p l e d w i t h D A D .
T h e e l u e n t s u s e d i n p r i m a r y H P L C s e p a r a t i o n w e r e (a ) 7 0% a q u e o u s m e th a n o l
(d e g a s s e d ) a n d (b ) 2 0 m M p o t a s s i u m p h o s p h a t e b u f f e r , p H 5 . 5 (d e g a s s e d ) . T h e
o th e r c o n d i t i o n s o f t h e p r im a r y H P L C s e p a r a t i o n w e r e : ( 1) P R 3 . 0 m l / m i n , a n d
(2 ) a l i n e a r g r a d i e n t f r o m 1 5 % (a ) a n d 8 5 % (b ) t o 5 0% o f e a c h o v e r 3 0 m i n u t e s .
P u r i f i e d f r a c t i o n s f r o m th e s a m e r e t e n t i o n t i m e w e r e p o o l e d a n d a s m a l l p o r t i o n
o f t h e p o o l e d s o l u t i o n w a s u s e d f o r t h e s e c o n d a r y H P L C a n a l y s i s w i t h a
B e c k m a n o c t a d e c y l a n a l y t i c c o l u m n (2 5 x 0 . 4 6 c m , 5 m m ) a n d D A D t o o b t a i n a
p u r i t y i n d e x f o r t h e p o o l e d f r a c t i o n s . T h e s e c o n d a r y H P L C a n a l y s i s w a s
c o n d u c t e d u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s a s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s p r i m a r y
s e p a r a t i o n e x c e p t a c h a n ge o f P R t o 1 . 5 m l / m i n . T h e f r a c t i o n s o f i n t e r e s t w e r e
f r e e d f r o m p h o s p h a t e s a l t s b y w a s h i n g i n s o l i d p h a s e e x t r a c t i o n (SP E ) c o l u m n s
(c o m p r i s e d o f t h e m a t r i x o f C 18 r e v e r s e p h a s e r e s i n ) w i t h 6 - 8 m l d i s t i l l e d w a t e r
f o l l o w e d b y 6 m l o f 7 0
- 8 0 % a q u e o u s m e th a n o l . T h e f r a c t i o n s o f i n t e r e s t w e r e
e v a p o r a t e d i n v a c u o t o d r y n e s s u s i n g a s p e e d
- v a c . E a c h f r a c t i o n w a s d i s s o l v e d
i n t o d i s t i l l e d w a t e r t o m e a s u r e \ n a x ' K m w ^ ^ ^ ^ ^ a b s o r p t i o n v a l u e s a t X^ a x
a n d X^ , ^ b y s p e c t r o p h o t o m e t r y . A f t e r d r y i n g a g a i n b y t h e s p e e d - v a c , s o m e o f
th e f r a c t i o n s w e r e s u b je c t e d t o L S I M S, a n d M S- M S.
Su b s e q u e n t s y n t h e s e s o f E B
- a d e n i n e p r o d u c t s w e r e c a r r i e d o u t f o l l o w i n g
th e s a m e p r o c e d u r e t o f u r t h e r c h a r a t e r i z e t h e p r o d u c t s b y s p e c t r o p h o t o m e t r y
a n d N M R a n a l y s i s . A f t e r t h e p r im a r y s e p a r a t i o n a n d s e c o n d a r y v e r i fi c a t i o n o f
t h e p u r i t y o f p o o l e d f r a c t i o n s o f i n t e r e s t , t h e f r a c t i o n s w e r e d e s a l t e d a n d d r i e d
t w i c e a s d e s c r i b e d a b o v e t o c o m p l e t e l y r e m o v e s a l t s . I n o r d e r t o m e a s u r e m o r e
p r e c i s e l y th e w e i g h t o f t h e E B
- a d e n i n e p r o d u c t s o f i n t e r e s t , t h e t u b e s c o n t a i n i n g
t h e d r y p o o l e d p r o d u c t s a f t e r s p e e d
- v a c e v a p o r a t i o n w e r e p u t w i t h p h o s p h o r u s
p e n t a o x i d e i n a d e s s i c a t o r w h i c h w a s s u b s e qu e n t l y s e t i n v a c u o f o r 3 d a y s b e f o r e
w e i g h i n g . A f t e r d e s i c c a t i o n a n d m e a s u r i n g t h e w e i g h t o f t h e E B
- a d e n i n e
p r o d u c t s , t h e y w e r e d i s s o l v e d i n d i s t i l l e d w a t e r a n d a s m a l l f r a c t i o n o f e a c h
s o l u t i o n w a s t a k e n t o g e t t h e a b s o r p t i o n v a l u e s a t A^ g ^ ^ ^ i d X^ ^ ,^ a n d t h e
c o r r e s p o n d i n g a b s o r p t i v i t y c o e f f i c i e n t s (o r e x t i n c t i o n c o e f f i c i e n t s , e ) (p H 7) o f
e a c h E B - a d e n i n e p r o d u c t o f i n t e r e s t w e r e d e t e r m i n e d . F o l l o w i n g t h e s a m e
p r o c e d u r e a b o v e e x c e p t f o r r e p l a c i n g w a t e r w i t h H C l (p H 1) o r N a O H (p H 13 ),
t h e a b s o r p t i v i t y c o e f f i c i e n t o f e a c h E B - a d e n i n e p r o d u c t , a n d th e a s s o c i a t e d X j ^ ^^ ^
a n d A^ j ^ n ^ t p H ^ o r 13 w e r e d e t e r m i n e d . T h e u n u s e d p a r t o f e a c h E B
- a d e n i n e
p r o d u c t i n w a t e r w a s d e s i c c a t e d a g a i n , a n d s u bj e c t e d t o N M R a n a l y s i s t o
c h a r a c t e r i z e i t s m o l e c u l a r s t r u c t u r e .
' H - N M R S p e c t r a D a t a
' H - N M R s p e c t r a o f b o t h E B - a d e n i n e p r o d u c t s w a s o b t a i n e d o n a B r u k e r
A M X - 5 0 0 s p e c t r o m e t e r i n D M SO - d 6 . E B - A d e I : 5 4 . 1 0 (b r d d , I H , J = 13 . 4 1 H z , J
= 8 . 3 2 H z , C H j - N H ), 4 . 4 1 (b r d d , I H , J = 13 . 4 1 H z , J = 3 . 6 9 H z , C H j - N H ), 4 . 5 1
(b r s , I H , C H - O H ), 5 . 1 3 (d , I H , J = 1 0 . 4 0 H z , c i s C H 2 = C H ), 5 . 2 5 (d , I H , J = 1 7 . 2 0
H z , t r a n C H 2 = C H ) , 5 . 4 8 (b r s , I H , C H - O H ), 5 . 9 2 (m , I H , C H 2= C H ) , 7 . 7 0
- 8 . 0 0 (m ,
3 H , H - 8 , N 6 - H , a n d N ^ - H ), 8 . 2 1 a n d 8 . 24 p . p . m . (tw o s , I H , H - 2 ) . E B - A d e I I : 5
3 . 8 2 (b r d d , I H , J = 13 . 4 1 H z , J = 3 . 6 9 H z , C H 2 - O H ), 4 . 1 6 (b r d d , I H , J = 13 . 4 1
H z
, J = 8 . 3 2 H z , C H 2 - O H ), 5 . 2 0 - 5 . 3 0 (m , 4 H , C H - C H = C H 2 , a n d C H j - O H ), 6 . 3 7
(m , I H , C H 2 = C H ), 7 . 7 5 - 8 . 1 0 (m , 3 H , H - 8 , N
^ - H
, a n d N ^ - H ), 8 . 3 5 a n d 8 . 3 9 p . p . m ,
( tw o s , I H , H - 2 ) .
R e a c t i o n o f E B w i t h C a l f T h y m u s D N A
T h e p r o c e d u r e d e s c r i b e d b e l o w w a s a l s o m o d i f i e d f r o m t h a t o f C i t t i e t a l .
[ 2 4 ] . C a l f t h ym u s D N A (3 6 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 1 0 m M T r i s
- H C l b u f f e r p H 7 . 2
(7 m l ) b y g e n t l y m i x i n g a n d t h e n E B (3 3 4 m g , 4 . 7 6 mm o l ) a n d m e t h a n o l (7 m l )
w e r e a d d e d t o t h e s o l u t i o n . T h i s r e a c t i o n m i x t u r e w a s h e a t e d a t 3 7 ° C f o r 1 8
h o u r s . T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s e x t r a c t e d tw i c e w i t h 2 8 m l d i e t h y l e t h e r t o
r e m o v e u n r e a c t e d E B . E i t h e r n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s o r a c i d h y d r o l y s i s w a s
d o n e w i t h s a m p l e s f r o m t h e r e m a i n i n g E B
- D N A a q u e o u s s o l u t i o n . I n t h e
n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s , s a m p l e s o l u t i o n i n 10 mM c a c o d y l i c a c i d w a s
h y d r o l y z e d b y h e a t i n g a t 9 5
° C f o r 3 0 m i n
,
w h i l e i n a c i d h y d r o l y s i s , s a m p l e
s o l u t i o n i n 0 . 1 N H C l w a s h e a t e d a t 7 0
°
C f o r 3 0 m i n . A f t e r n e u t r a l t h e r m a l
h y d r o l y s i s , t h e r e s u l t i n g h y d r o l y s a t e o f e a c h s a m p l e w e n t t h r o u gh
m i c r o c o n c e n t r a t i o n . T h e n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s a t e (N T H ) w a s c h i l l e d t o 4
° C
a n d 2 . 5 m l o f e a c h s a m p l e w a s p i p e t t e d i n t o a C e n t r i c o n 3 0 m i c r o c o n c e n t r a t o r
(A m i c o n , D a n v e r , M A ). A b o u t 2 m l o f h y d r o ly s a te w a s f i l t e r e d t h r o u gh t h e
m i c r o c o n c e n t r a t o r b y c e n t r i f u g a t i o n f o r 1 h a t 3 0 0 0 x g u s i n g a S o r v a l l
I n s t r u m e n t s (D u p o n t C o . , W i l m i n g t o n , D E ) R C 5C c e n t r i f u g e . T h e D N A
b a c k b o n e r e m a i n e d o n th e C e n t r i c o n 3 0 u l t r i f i l t r a t i o n m e m b r a n e . T h e r e s u l t i n g
f i l t r a t e w a s s u b j e c t e d t o H P L C a n a l y s i s w i t h t h e s a m e c o n d i t i o n s o f e l u e n t , F R
a n d g r a d i e n t a s d e s c r i b e d i n t h e s e p a r a t i o n o f s y n t h e s i z e d E B
-
g u a n i n e a d d u c t s .
A d d u c t c o n c e n t r a t i o n s w e r e d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g u l t r a v i o l e t (U V )
a b s o r b a n c e (k = 2 8 0 n m f o r a l l f o u r a d d u c t s o f i n t e r e s t ) a n d c o m p a r i n g p e a k a r e a s
t o c a l i b r a t i o n c u r v e s c o n s t r u c t e d f r o m t h e r e f e r e n c e a d d u c t s . T h e c a l i b r a t i o n
c u r v e s w e r e l i n e a r o v e r t h e r a n g e f o r m 5 0 p m o l t o 10 n m o l o f r e f e r e n c e a d d u c t s .
G u a n i n e A s s a y a n d A d e n i n e A n a l y s i s
A c i d h y d r o l y s a t e s o f D N A s am p l e s w e r e a n a l y z e d f o r g u a n i n e a n d a d e n i n e
c o n t e n t u s i n g a Wh a tm a n (H i l l s b o r o , O R ) P a r t i s i l 1 0 SC X c o l u m n w h i c h w a s
e l u t e d w i th 1 0 0 m M a m m o n i u m f o r m a t e
, p H 2 . 8 , w i t h 10 % m e t h a n o l , a t a f l o w
r a t e o f 1 . 8 m l / m i n . G u a n i n e a n d a d e n i n e c o n c e n t r a t i o n s o f a c i d h y d r o l y s a t e
w e r e d e t e r m i n e d by m e a s u r i n g U V a bs o r b a n c e a t 2 5 4 n m a n d c o m p a r i n g p e a k
a r e a s t o a c a l i b r a t i o n c u r v e f o r e a c h .
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R E S U L T S
R e a c t i o n o f E B w i t h G u a n o s i n e
R e a c t i o n o f E B w i t h g u a n o s i n e r e s u l t e d i n f o u r m a i n p r o d u c t s a f t e r a d d
h y d r o l y s i s ( F i g u r e 1) . T h e a b s o r p t i o n s p e c t r a o f p e a k I a n d I I f r o m D A D (F i g u r e
2 ) r e s em b le d w e l l th o s e o f E B - G u a I a n d E B - G u a I I s h o w n b y C i t t i e t a l [2 4 ] . T h e
f r a c t i o n s c o n t a i n i n g e a c h p e a k w e r e c o l l e c t e d d u r i n g m u l t i p l e H P L C r u n s , a n d
p o o l e d w h e n i t s p u r i t y w a s v e r i f i e d b y a s p e c t r a m a t c h v a l u e g r e a t e r t h a n 995 .
T h e H P L C r e t e n t i o n t im e a n d th e s p e c t r a o f a sm a l l p o r t i o n o f t h e p o o l e d
f r a c t i o n s w e r e f o u n d t o b e t h e s a m e a s t h o s e o f e a c h p r e v i o u s i m p o o l e d f r a c t i o n .
A f t e r d e s a l t i n g a n d d r y i n g , e a c h p r o d u c t w a s r e d i s s o l v e d i n t o d i s t i l l e d w a t e r
(p H 7 ), t h e A^ a x 3 i^ d ^ ro in w e r e m e a s u r e d t o b e 2 8 4 n m a n d 2 6 1 n m f o r b o th , i n
a g r e e m e n t w i t h C i t t i e t a l . [ 24 ] . F u r t h e r m o r e , L SI M S o f t h e p r o d u c t i d e n t i f i e d a s
E B - G u a I I s h o w e d a p e a k o f p r o t o n a t e d E B
-
g u a n i n e a t m / z = 2 2 2 , a n d M S- M S o f
t h e p a r e n t i o n a t m / z = 2 2 2 g a v e t w o f r a gm e n t i o n p e a k s o f m / z = 1 5 2 a n d 1 9 2
(F i g u r e 3 ) , c o r r e s p o n d i n g w e l l w i t h t h e fr a g m e n t a t i o n p a t t e r n o f E B - G u a I I
p r o p o s e d b y C i t t i e t a l . [2 4 ] .
R e a c t i o n o f E B w i th A d e n i n e
T w o m a j o r p r o d u c t s w e r e p r e s e n t i n a c h r o m a t o g r a m o f th e p r im a r y
s e p a r a t i o n o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e o f E B w i t h a d e n i n e (F i g u r e 4 ) . T h e a b s o r p t i o n
s p e c t r a o f t h e t w o m a jo r p e a k s ( a t r e t e n t i o n t im e s o f 12 . 0 a n d 1 3 . 7 m i n ,
r e s p e c t i v e l y ) f r o m D A D r e s e m b l e d e a c h o t h e r w i t h X^ a x ^ ^ ^ Xm i n a t 2 7 5 n m a n d
2 4 5 n m , r e s p e c t i v e l y (F i gu r e 5 ) . I n a d d i t i o n , t h e X^ a x a n d X^m n
'
^ ^ a b s o r p t i o n
s p e c t r a o f t h e tw o p r o d u c t s a l s o d i f f e r e d f r o m t h o s e o f a n y o t h e r p r o d u c t . E a c h
fr a c t i o n c o r r e s p o n d i n g t o o n e o f th e tw o p e a k s o f i n t e r e s t w a s c o l l e c t e d d u r i n g
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s e c o n d a r y H P L C s e p a r a t i o n s a n d th e n p o o l e d w h e n i t s p u r i t y w a s v e r i f i e d b y a
s p e c t r a m a t c h v a l u e ( f r o m D A D ) g r e a t e r t h a n 9 9 5 . A f t e r t h e s e c o n d a r y H P L C
a n a l y s i s , t h e s p e c t r a o f a s m a l l p o r t i o n o f t h e p o o l e d f r a c t i o n s w e r e t h e s am e a s
t h o s e o f p r e v i o u s u n p o o l e d f r a c t i o n s f r o m t h e p r i m a r y s e p a r a t i o n , a l t h o u g h
d i f f e r e n c e s i n b o th f l o w r a t e a n d C 1 8 c o l u m n c h a n g e d th e r e t e n t i o n t im e s o f
p r o d u c t s I a n d I I t o 5 . 9 a n d 7 . 4 m i n , r e s p e c t i v e l y . A f t e r d e s a l t i n g a n d d r y i n g ,
e a c h p r o d u c t w a s d i s s o l v e d i n d i s t i l l e d w a t e r , a n d th e Xm a x ^ ^ i d Xm i n m e a s u r e d
b y s p e c t r o p h o t o m e t r y w e r e 2 7 5 n m a n d 2 4 4 n m f o r b o t h E B - a d e n i n e p r o d u c t s .
A f t e r d e s i c c a t i o n , t h e m e a s u r e d w e i g h t o f e a c h p r o d u c t a n d th e c o r r e s p o n d i n g
a b s o r p t i o n v a l u e a t t h e m e a s u r e d \ n a x ^ ^ ^ X^ ^ e i t h e r o f p H 1 , 7 o r 13 f o r e a c h
E B - a d e n i n e p r o d u c t w e r e u s e d t o c a l c u l a t e t h e a b s o r p t i v i t y c o e f f i c i e n t s (T a b l e 1 ) .
T h e L S I M S a n d M S- M S r e s u l t s f o r E B - a d e n i n e I I (a t r e t e n t i o n t i m e 7 . 4 m i n )
a r e s h o w n o n F i gu r e 6 . L SI M S h a d a p e a k o f p r o t o n a t e d E B
- a d e n i n e a t m / z =
2 0 6 , a n d M S- M S o f t h e p a r e n t i o n a t m / z = 2 0 6 s h o w e d a f r a g m e n t i o n p e a k o f
m / z = 13 6 , w h i c h i s c o r r e s p o n d e d t o [ a d e n i n e + H ]
^
. T h e a b o v e r e s u l t s s u gg e s t e d
t h a t t h e p r o d u c t w a s a n E B a l k y l a t e d a d e n i n e d e r i v a t i v e , b u t i t s s t r u c t u r e
r em a i n e d am b ig u o u s f o r t h e s i t e o f E B a d d u c t i o n . I n o r d e r t o d e l i n e a t e
d e f i n i t i v e s t r u c t u r e s o f b o t h E B - a d e n i n e p r o d u c t s ,
^ H - N M R (F ig u r e 7 )
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s w a s c o n d u c t e d . T h e s i gn a l s b e tw e e n 7 . 8 5 a n d 8 . 3 5 p . p . m .
i n t e g r a t e d t o f o u r p r o t o n s w e r e a s s i g n e d t o C
- 8
,
N - 6
,
N - 7
,
a n d C - 2 p r o t o n s .
F u r t h e r m o r e
,
t h e s i g n a l f o r C
- 6 a m i n o p r o t o n s i n t e g r a t a b l e t o t w o p r o t o n s
a r o u n d 6 . 1 0 p . p . m . w a s n o t f o u n d , c o n f i r m i n g t h a t b o th p r o d u c t s w e r e N
^
-
s u b s t i t u t e d a d e n i n e a d d u c t s o f E B .
F u r t h e r a n a l y s i s o f N M R s p e c t r a s h o w e d a d o w n f i e l d c h e m i c a l s h i f t (5 . 2 0 -
5 . 3 0 p . p . m . ) f o r m e t h i n e p r o t o n (C H - N
^ ) i n E B - A d e I I w h e n c o m p a r e d t o t h a t
(C H - O H ) i n E B - A d e I (4 . 5 1 p . p . m . ) . T h i s c l e a r l y i n d i c a t e s t h a t t h e m e th i n y l
c a r b o n i n E B - A d e I I i s a d ja c e n t t o v i n y l a n d N
^ w h i c h c a u s e d o w n f i e l d s h i f t f o r
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t h e m e th i n e p r o t o n d u e t o d e s h i e l d i n g b y b o th f u n c t i o n s a n d th e r e b y c o n f i r m s
t h e i s o m e r i c r e g i o c h e m i s t r y o f t h e t w o E B - a d e n i n e p r o d u c t s . A s t h e m e th y l e n e
p r o t o n s i n b o th p r o d u c t s a r e s i t u a t e d a d ja c e n t t o a n o p t i c a l l y a c t i v e c a r b o n (C H ),
t h e y a p p e a r i n t h e N M R a s tw o d i f f e r e n t s i g n a l s a t 4 . 1 0 a n d 4 . 4 1 p . p . m . i n E B
-
A d e I a n d 3 . 8 2 a n d 4 . 1 6 p . p . m . i n E B - A d e I I . B o th t h e m e t h y l e n e p r o t o n s
a p p e a r e d a s d o u b l e t o f d o u b l e t w i t h e q u a l g e r m i n a l c o u p l i n g c o n s t a n t o f 13 . 4 1
H z b u t t h e th e v i c i n a l c o u p l i n g c o n s t a n t s w e r e 8 . 3 2 a n d 3 . 69 H z f o r E B
- A d e I
a n d 3 . 6 9 a n d 8 . 3 2 H z f o r E B - A d e I I . T h u s
,
t h e s u b s t i t u t i o n p a t t e r n o n th e s i d e
c h a i n i n t h e p r o d u c t s w a s c o n f i r m e d . A l l t h e e v i d e n c e f r o m N M R c l e a r ly
i n d i c a t e d t h a t E B - A d e I a n d I I a r e N ^ - (2 - h y d r o x y - 3 - b u t e n - l - y l ) a d e n i n e a n d N
^
-
(l - h y d r o x y - 3 - b u t e n - 2 - y l )a d e n i n e , r e s p e c t i v e l y , w h o s e s t r u c t u r e s a r e s h o w n i n
F i g u r e 7 .
R e a c ti o n o f E B w i t h C a l f T h y m u s D N A
H P L C a n a l y s i s w i t h U V d e t e c ti o n o f t h e p u r i n e s r e l e a s e d f r o m n e u t r a l
t h e r m a l h y d r o l y s a t e s (N T H ) o f E B - t r e a t e d c a l f t h y m u s D N A s h o w e d th e
p r e s e n c e o f 4 D N A a d d u c t s i n a t y p i c a l c h r o m a t o g r a m (F i g u r e 8 ) . T h e l a s t tw o
p e a k s i n t h e N T H s o l u ti o n c o r r e s p o n d e d t o t h e r e f e r e n c e E B
- G u a I a n d I I
,
r e s p e c ti v e l y , w i t h th e s a m e r e t e n t i o n t i m e . T h e r e t e n ti o n ti m e o f t h e tw o p e a k s
p r e c e d i n g th e l a s t t w o a l s o m a t c h e d w e l l w i t h t h o s e o f t h e E B - a d e n i n e p r o d u c t
f r a c ti o n s e l u ti n g a t 5 . 8 a n d 7 . 2 m i n , r e s p e c ti v e l y . F u r th e r m o r e , t h e a d d i t i o n o f a
p o r ti o n o f e a c h r e f e r e n c e E B - a d e n i n e p r o d u c t f r a c ti o n i n t o a N T H s o l u ti o n
s a m p l e o n l y a u g m e n t e d t h e p e a k a r e a o f t h e c o r r e s p o n d i n g p e a k w i th o u t
d i s r u p ti n g t h e p a t t e r n o f t h e c h r o m a t o g r a m (d a t a n o t s h o w n ) . T h i s s u g ge s t e d
th a t t h e tw o c o m p o n e n t s e l u ti n g p r i o r t o t h e l a s t t w o i n t h e N T H s o l u ti o n w e r e
th e t w o E B - a d e n i n e p r o d u c t f r a c ti o n s . F u r th e r s u p p o r t i v e e v i d e n c e c a m e f r o m
a b s o r p ti o n s p e c t r a f r o m D A D s h o w i n g th a t t h e s p e c t r a o f tw o c o m p o n e n t s
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e l u t i n g b e f o r e t h e l a s t t w o p e a k s r e s e m b l e d t h o s e o f b o t h E B
- a d e n i n e p r o d u c t
f r a c t i o n s , a n d t h a t t h e s p e c t r a o f t h e l a s t t w o c o m p o n e n t s w e r e t h e s a m e a s th o s e
o f tw o r e f e r e n c e E B - g u a n i n e a d d u c t s . F i g u r e 9 a l s o s h o w e d t h e p r e s e n c e o f 4
p e a k s d u r i n g H P L C a n a l y s i s w i t h U V d e t e c t i o n o f t h e p u r i n e s r e l e a s e d
f o l l o w i n g a c i d h y d r o l y s i s . T h e l a s t tw o c o r r e s p o n d e d t o th e r e f e r e n c e E B
- G u a I
a n d I I , r e s p e c t i v e l y , w i t h t h e s a m e r e t e n t i o n t i m e a s i n s t a n d a r d i n j e c t i o i \ s e i t h e r
o f t h e r e f e r e n c e E B - G u a I o r I I a l o n e . T h e r e t e n t i o n t i m e o f t h e s e c o n d a d d u c t
p e a k m a t c h e d w e l l w i t h E B
- A d e I I e l u a t i n g a t 7 . 2 m i n . W h i l e t h e f i r s t p e a k m a y
c o n t a i n E B - A d e I , i t s i d e n t i t y w a s c o n f o u n d e d b y a d d i t i o n a l U V a b s o r b i n g
m a t e r i a l .
T h e a b o v e p u r i f i e d E B
- a d e n i n e a n d E B - g u a n i n e p r o d u c t f r a c t i o n s w e r e
u s e d a s r e f e r e n c e c o m p o u n d s f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e r e l e v a n t E B
- D N A b a s e
a d d u c t s i n N T H . B e c a u s e b o th th e a b s o r p t i v i t y c o e f f i c i e n t s o f E B
-
g u a n i n e a n d
E B - a d e n i n e a d d u c t s I a n d I I w e r e k n o w n , t h e a m o u n t o f E B - g u a n i n e a d d u c t I o r
I I f o r m e d i n t h e r e a c t i o n o f E B w i t h c a l f t h y m u s D N A c o u l d b e e s t im a t e d b y
c a l i b r a t i o n c u r v e s . T h e e s t im a t e d a m o u n t o f p u r i n e s (i n c l u d i n g b o th g u a n i n e
a n d a d e n i n e ) a n d th e r e s u l t i n g p r o p o r t i o n o f E B - g u a n i n e a d d u c t s t o g u a n i n e
a n d th e E B - a d e n i n e a d d u c t s t o a d e n i n e w e r e d e t e r m i n e d a n d l i s t e d i n T a b l e 2 .
T h e a m o u n t s o f E B - g u a n i n e a d d u c t s f o r m e d i n D N A w e r e c o m p a r a b l e (3 . 9 x 10
' ^
± 0 . 3 x l O
" ^ E B - G u a I
,
a n d 3 . 2 x 1 0
" ^
± 0 . 2 x l O
' ^ E B - G u a I I
, p e r g u a n i n e ) a n d a bo u t
o n e o r d e r o f m a gn i tu d e g r e a t e r t h a n th o s e o f E B
- a d e n i n e a d d u c t s I a n d I I i n
D N A (1 . 1 x 1 0
' ^
± 0 . 1 x l O
" ^
a n d 5 . 2 x 10
' ^
± 2 . 5 x l O
' ^
p e r a d e n i n e , r e s p e c t i v e l y ) .
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D I S C U S S I O N
T h e p r e s e n t r e s u l t s f r o m N M R a n d M S
- M S s p e c t r a s u gg e s t t h a t t h e
s t r u c t u r e s o f t w o n o v e l E B - a d e n i n e p r o d u c t s a r e N
^
- (2 - h y d r o x y
- 3 - b u t e n - l - y l )
a d e n i n e a n d N ^ - (l - h y d r o x y - 3 - b u t e n - 2 - y l ) a d e n i n e . T w o p e a k s w i th r e t e n t i o n
t i m e s a n d U V s p e c t r a i d e n t i c a l t o t h e tw o N
^
- s u b s t i t u t e d a d e n i n e a d d u c t s , a s
w e l l a s t w o o t h e r c o m p o n e n t s i d e n t i f i e d a s N 7
- s u b s t i t u t e d E B - gu a n i n e a d d u c t s ,
w e r e o b s e r v e d i n t h e n e u t r a l th e r m a l h y d r o l y s a t e o f c a l f th y m u s D N A e x p o s e d
t o E B . T h i s i n d i c a t e s t h a t t h e s e tw o E B - a d e n i n e a d d u c t s u n d e r w e n t th e
t h e r m a l l y f a d l i t a t i v e d e p u r i n a t i o n o f f t h e D N A b a c k b o n e a n d w e r e r e l e a s e d i n t o
t h e h y d r o l y s a t e s im i l a r t o t h e N 7
- s u b s t i t u t e d E B - g u a n i n e a d d u c t s [ 2 4 ] .
T h e f a c i l i t a t i v e r e l e a s e o f t w o N
^
- s u b s t i t u t e d E B - a d e n i n e a d d u c t s f r o m E B -
e x p o s e d D N A u n d e r t h e c o n d i t i o n s o f n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s im p l i e s
d e c r e a s e d s t a b i l i t y o f g l y c o s y l b o n d s o f N
^
- s u b s t i t u t e d E B - d e o x y a d e n o s i n e ,
c o m p a r e d t o u n m o d i f i e d d e o x y a d e n o s i n e . T h i s i n t r i n s i c i n s t a b i l i t y o f g l y c o s y l
b o n d s i n N ^ - s u b s t i t u t e d E B - a d e n i n e r e s i d u e s m a y r e s u l t i n a p u r i n i c s i t e s , j u s t a s
N 7 - s u b s t i t u t e d E B - g u a n i n e r e s i d u e s d o . A p u r i n i c s i t e s i n m a mm a l i a n c e l l s h a v e
b e e n f o u n d t o f a c i l i t a t e t r a n s i t i o n a n d t r a n s v e r s i o n m u t a t i o n s [ 2 7 ] . F u r t h e r m o r e ,
i n t e r f e r e n c e o f b a s e - p a i r i n g d u r i n g D N A r e p l i c a t i o n m a y a r i s e f r o m a b u l k y
a l k y l a d d u c t i o n o f E B t o a d e n i n e o n th e N
*
p o s i t i o n , a c r i t i c a l r e g i o n f o r
h y d r o g e n b o n d i n g b e t w e e n a d e n i n e a n d t h y m i n e . T h e r e f o r e , t h e p r e s e n c e o f t h e
N ^ - s u b s t i t u t e d E B - a d e n i n e r e s i d u e s o n th e p a r e n t s t r a n d o f D N A m a y c a u s e
b a s e - m i s p a i r i n g o n t h e c o r r e s p o n d i n g s i t e o f t h e o t h e r D N A s t r a n d , a n d th u s
i n d u c e m u t a t i o n s . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e o b s e r v a t i o n o f f o u r A :T - >G : C
t a n s i t i o n s a n d a A : T - »C : G t r a n s v e r s i o n a m o n g 1 8 b a s e p a i r s u b s t i t u t i o r i s i n hp r t -
E B m u t a n t s [ 17 ] . M o r e s e n s i t i v e m e th o d s f o r t h e d e t e c t i o n a n d q u a n t i t a t i o n o f
15
th e N ^ - s u b s t i t u t e d E B - a d e n i n e r e s i d u e s n e e d t o b e d e v e l o p e d a n d a p p l i e d t o
d e t e r m i n e t h e m o l e c u l a r d o s im e t r y o f B E) D N A a d d u c t s .
T w o N
^
- s u b s t t t u t e d d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s o f E B h a v e a l s o b e e n
s y n t h e s i z e d f r o m th e r e a c t i o n o f E B w i t h 2
' d e o x y a d e n o s i n e
- 3 ' m o n o p h o s p h a t e
f o l l o w e d b y H P L C s e p a r a t i o n a n d d e p h o s p h o r y l a t i o n , a n d th e y w e r e i d e n t i f i e d
i n D N A e x p o s e d i n v i v o t o E B u s i n g a
^ ^ P - p o s t l a b e l i n g a s s a y [ 2 8 ] . T h i s
o b s e r v a t i o n o f t w o E B - d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s i n E B
- e x p o s e d D N A i s i n
a g r e e m e n t w i t h t h e p r e s e n t a n a l y s i s o f n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s a t e f r o m D N A
e x p o s e d i n v i t r o t o E B . T h e r e f o r e , bo t h m e t h o d s a p p e a r t o i d e n t i f y t h e s a m e E B
a d d u c t s p e c i e s o f d e o x y a d e n o s i n e e i t h e r b y
^ ^ P - p o s t l a b e l i n g a s s a y f o l l o w e d b y
tw o - d i m e n s i o n a l t h i n l a y e r c h r o m a t o g r a p h y (T L C ) o r b y n e u t r a l t h e r m a l
h y d r o l y s i s f o l l o w e d b y H P L C a n a l y s i s w i t h U V d e t e c t i o n . A l t h o u g h
^ ^P -
p o s t l a b e l i n g a s s a y w i t h T L C i s o n e o f t h e m o s t s e n s i t i v e m e th o d s f o r D N A
a d d u c t q u a n t i t a t i o n , t h e a p p a r e n t l a b i l i t y o f t h e g l y c o s i d i c l i n k a g e o f N
^
-
s u b s t i t u t e d d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s , a s im p l i c a t e d b y t h e i r p r e s e n c e i n n e u t r a l
t h e r m a l h y d r o l y s a t e o f i n v i t r o E B
- t r e a t e d D N A , s u g g e s t s t h a t i t w i l l b e
im p o r t a n t t o d e t e r m i n e t h e r e c o v e r y r a t e o f N
^
- s u b s t i t u t e d d e o x y a d e n o s i n e
a d d u c t s f o r
" ^ ^ P - p o s t l a b e l i n g s t u d i e s .
T h e p r e s e n t r e s u l t s h o w e d t h a t t h e a m o u n t o f N
^
- s u b s t i t u t e d a d e n i n e
a d d u c t s f o r m e d i n c a l f t h ym u s D N A e x p o s e d t o E B w a s a p p r o x i m a t e l y o n e
t e n t h th a t o f E B - g u a n i n e a d d u c t s . S i n c e n e a r l y e q u a l n u m b e r s o f p o i n t
m u t a t i o n s a t A :T a n d G : C b a s e p a i r s w e r e i n d u c e d b y B D a n d E B i n s p l e n i c T
-
c e l l s o f m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e [ 1 7 ] , a n d t h e f r e q u e n c y o f p o i n t m u t a t i o n s a t A :T b a s e
p a i r s i n t h e b o n e m a r r o w o f B 6C 3 F 1 l a d t r a n s g e n i c m i c e w a s i n c r e a s e d f o l l o w i n g
B D i n h a l a t i o n e x p o s u r e s [ 2 5 , 2 6 ] , t h e s e m i n o r E B - a d e n i n e a d d u c t s m a y r e p r e s e n t
im p o r t a n t p r o m u t a g e n i c D N A a d d u c t s i n v o l v e d i n B D - i n d u c e d m u t a g e n e s i s
a n d c a r c i n o g e n e s i s .
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R E FE R E N C E S
1 . P e l z , N . , D e m p s t e r , A . M . a n d Sh o r e , P . R . ( 1 9 9 0 ) A n a l y s i s o f l o w m o l e c u l a r
w e i gh t h y d r o c a r b o n s i n c l u d i n g i ; 3
- b u t a d i e n e i n e n g i n e e x h u a s t g a s e s u s i n g
a n a l u m i n u m o x i d e p o r o u s - l a y e r o p e n t u b u l a r f u s e d - s i l i c a c o l u m n . / .
Ch r o m . Sc l , 2 8 , 2 3 0 - 23 5 .
2 . B r u n n e m a n n , K . D . , K a g a n , M . R . , C o x J . E . a n d H o ff m a n n , D . ( 19 9 0 ) A n a l y s i s
o f 1
,
3 - b u t a d i e n e a n d o t h e r s e l e c t e d g a s
-
p h a s e c o m p o n e n t s i n c i g a r e t t e
m a i n s t r e a m a n d s i d e s t r e a m s m o k e b y ga s c h r o m a t o g r a p h y - m a s s s e l e c t i v e
d e t e c t i o n . C a r c i n o ge n es is , 1 1 , 18 63
- 1 8 6 8 .
3 . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (19 9 1) P r e l im i n a r y d r a f t l i s t o f c a t e g o r i e s
a n d s u b c a t e g o r i e s u n d e r Se c t i o n 1 12 o f t h e C l e a n A i r A c t . F e d . R eg . , 56 ,
2 8 5 4 8 - 2 8 5 5 7 .
4 . I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r (l A R C ). ( 19 9 2 ) .
1 . 3 - B u t a d i e n e . l A R C M o n o g r . E v a l C a r c i n o g e n . R is k C h e m . H u m . 5 4 , 2 3 7 - 2 8 5 .
5 . M a t a n o s k i , G . M . , S a n t o s - B u r g o a , C . a n d Sc h w a r t z , L . (1 9 9 0 ) M o r t a l i t y o f a
c o h o r t o f w o r k e r s i n t h e s t y r e n e
- b u t a d i e n e p o l ym e r m a n u f a c t u r i n g
i n d u s t r y ( 19 4 3 - 1 9 8 2 ) . E n v i r o n . H ea l th P e r s p e c t , 8 6, 1 0 7 - 1 1 7 .
6 . D i v i n e
,
B . J. (1 9 9 0 ) A n u p d a t e o n m o r t a l i t y a m o n g w o r k e r s a t a 1 , 3 -
b u t a d i e n e f a c i l i t y
-
p r e l im i n a r y r e s u l t s . E n v i r o n . H ea l th P e r s pec t . , 8 6 , 1 19
-
12 8 .
7 . H u f f
, J. E . , M e l n i c k , R . L . , S o l l e v e l d , H . A . , H a s e m a n , J. K . , P o w e r s , M . a n d
M i l l e r
,
R . A . (1 9 8 5 ) M u l t i p l e o r ga n c a r c i n o g e n i c i t y o f 1, 3 - b u t a d i e n e i n
B 6 C 3 F | m i c e a f t e r 6 0 w e e k s o f i n h a l a t i o n e x p o s u r e . Sc ie n c e , 22 7 , 54 8 - 5 4 9 .
8 . M e l n i c k
,
R . L .
,
H u f f
, J. , C h o u , B . J. a n d M i l l e r , R . A . (19 9 0 ) C a r c i n o g e n i c i t y o f
1
,
3 - b u t a d i e n e i n C 5 7 B L / 6 x C 3H F 1 m i c e a t l o w e x p o s u r e c o n c e n t r a t i o n s .
Ca n c e r R e s .
,
5 0
,
6592 - 65 9 9 .
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9 . O w e n ^ P . E . , G l a i s t e r J . R . , G a u n t , ! . R a n d P u l l i n g e r , D . H . ( 1 9 8 7 ) I n h a l a t i o n
t o x i c i t y s t u d i e s w i t h 1, 3
- b u t a d i e n e : 3 . T w o y e a r t o x i c i t y / c a r c i n o g e n i c i t y
s t u d y i n r a t s . A m . I n d . H yg . A s s o c . J. , 4 8 , 4 0 7 - 4 13 .
1 0 . M a l v o i s i n , E . , L h o e s t , G . , P o n c e l e t , F . , R o b e r f r o i d , M . a n d M e r c i e r , M . (1 9 7 9 )
I d e n t i f i c a t i o n a n d q u a n t i t a t i o n o f l , 2
- e p o x y b u t e n e
- 3 a s t h e p r im a r y
m e t a b o l i t e o f 1, 3 - b u t a d i e n e . / . C h r o m a t o g r . , 1 7 8 , 4 1 9 - 4 2 5 .
1 1 . M a l v o i s i n , E . a n d R o b e r f r o i d , M . (1 9 8 2 ) H e p a t i c m i c r o s o m a l m e ta b o l i s m o f
1 , 3 - b u t a d i e n e . X e n o bi o t i c a , 1 2 , 13 7 - 14 4 .
1 2 B o l t
,
H . M .
,
S c h m i e d e l
,
G .
,
F i l s e r
, J. G . , R o l z h a u s e r , H . P . , L i e s e r , K . , W i s t u b a , D .
a n d Sc h u r i g , V . (1 9 83 ) B i o l o g i c a l a c t i v a t i o n o f 1 , 3
- b u ta d i e n e to v i n y l
o x i r a n e b y r a t l i v e r m i c r o s o m e s a n d e p x i r a t i o n o f t h e r e a c t i v e m e t a b o l i t e b y
e x p o s e d r a t s . / . C a n c e r R e s . C l i n . O n c o l . , 1 0 6 , 1 12
- 1 1 6 .
13 . C s a n a d y , G . A . , G u e n g e r i c h , F . P . a n d B o n d , J. A . (1 9 9 2 ) C o m p a r i s o n o f t h e
b i o t r a n s f o r m a t i o n o f 1 , 3 - b u t a d i e n e a n d i t s m e t a b o l i t e , b u t a d i e n e
m o n o e p o x i d e , b y h e p a t i c a n d p u l m o n a r y t i s s u e s f r o m h u m a n s , r a t s , a n d
m i c e . C a r c i n o ge n s is , 1 3 , 1 1 4 3
- 1 15 3 .
1 4 . G e r v a s i
,
P . G .
,
C i t t i
,
L .
,
D e l M o n t e
,
M .
,
L o n g o , V . a n d B e n e t t i , D . (1 9 8 5 )
M u t a g e n i c i t y a n d c h e m i c a l r e a c t i v i t y o f e p o x i d i c i n t e r m e d i a t e s o f t h e
i s o p r e n e m e t a b o l i s m a n d o t h e r s t r u c t u r a l l y r e l a t e d c o m p o u n d s . M u t a t .
R es . , 1 5 6, 7 7 - 8 2 .
1 5 . l A R C ( 19 8 6) 1 , 3 - B u t a d i e n e . M o n o g r . E v a l . C a r c i n o g e n . R is k Ch e m . H u m .
3 9
,
1 5 5 - 17 9 .
1 6 . C o c h r a n e
, J. E . a n d S k o p e k , T . R . (1 9 9 4 ) M u t a g e n i t y o f b u t a d i e n e a n d i t s
e p o x i d e m e t a b o l i t e s : I . M u t a ge n i c p o t e n t i a l o f 1, 2 - e p o x y b u t e n e , 1 , 2 , 3 , 4 -
d i e p o x y b u t a n e a n d 3 , 4
- e p o x y
- l
,
2 - b u t a n e d i o l i n c u l t u r e d h u m a n
l ym p h o b l a s t s . C a r c i n o ge n e s is , 1 5 , 7 1 3 - 7 1 7 .
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17 . C o c h r a n e , J. E . a n d S k o p e k , T . R . (19 9 4 ) M u t a g e n i c i t y o f b u t a d i e n e a n d i t s
e p o x i d e m e t a b o l i t e s : 11. M u t a t i o n a l s p e c t r a o f b u t a d i e n e , 1, 2
- e p o x y b u t e n e
a n d d i e p o x y b u t a n e a t t h e h p r t l o c u s i n s p l e n i c T c e l l s f r o m e x p o s e d B 6 C 3 F 1
m i c e . C a r c i n o ge n es is , 1 5 , 7 19
- 7 2 3 .
1 8 . C u n n i n g h a m , M .J. , C h o y , W . N . , A r c e , G . T . , R i c k a r d , L . B . , V l a c h o s , D . A . ,
K i n n e y , L . A . a n d S a r r i f , A . M . (19 8 6) I n v i v o s i s t e r c h r o m a t i d e x c h a n g e a n d
m i c r o n u l e u s i n d u c t i o n s t u d i e s w i th 1 , 3 - b u t a d i e n e i n B 6 C 3 F 1 m i c e a n d
S p r a g u e
- D a w l e y r a t s . M u t a g en e s is , 1 , 4 4 9 - 4 5 2 .
1 9 . Ja u h a r , P . P . , H e n i k a , P . R . , M a c G r e g o r , J. T . , W e h r , C . M . , S h e Ib y , M . D . ,
M u r p h y , S . A . a n d M a r g o l i n , B . H . (1 9 8 8 ) 1 , 3 - B u t a d i e n e : i n d u c t i o n o f
m i c r o n u l e a t e d e r y t h r o c y t e s i n t h e p e r i p h e r a l b l o o d o f B 6 C 3 F | m i c e
e x p o s e d b y i n h a l a t i o n f o r 1 3 w e e k s . M u t a t . R es . , 2 09 , 1 7 1 - 1 7 6 .
2 0 . O s t e r m a n - G o l k a r
,
S .
,
K a u t i a i n e n
,
A .
,
B e r gm a r k , E . , H Sk a n s s o n , K . a n d
M a k i - P a a k k a n e n , J. (19 9 1 ) H e m o g l o b i n a d d u c t s a n d u r i n a r y m e r c a p t u r i c
a c i d s i n r a t s a s b i o l o g i c a l i n d i c a t o r s o f b u t a d i e n e e x p o s u r e . C h e m .
- B i o l .
I n t e r a c t .
,
8 0
,
2 9 1 - 3 0 2 .
2 1 . K r e i l i n g , R . , L a i b , R . J. a n d B o l t , H . M . (19 8 6) A l k y l a t i o n o f n u c l e a r p r o t e i i \ s
a n d D N A a f t e r e x p o s u r e o f r a t s a n d m i c e t o [ l , 4 -
^ ^C ] l , 3 - b u t a d i e n e .
T o x i c o l L e t t .
,
3 0
,
13 1- 13 6 .
2 2 . S u n , J . D . , D a h l , A . R . , B o n d , J. A . , B i r n b a u m , L . S . a n d H e n d e r s o n , R . F . (19 8 9 )
C h a r a c t e r i z a t i o n o f h e m o g l o b i n a d d u c t f o r m a t i o n i n m i c e a n d r a t s a f t e r
a d m i n i s t r a t i o n o f [ ^ ^C ] b u t a d i e n e o r [ ^ ^ C Ji s o p r e n e . T o x i c o l . A pp l .
P ha r m a c o l .
,
1 0 0
, 8 6 - 9 5 .
2 3 . Je l i t t o , B . , V a n g a l a , R . R . a n d L a i b ,R . J. (1 9 8 9 ) S p e c i e s d i f f e r e n c e s i n D N A
d a m a g e b y b u t a d i e n e : r o l e o f d i e p o x y b u t a n e . A r c h . T o x i c o l . Su pp l , 1 3 ,
2 4 6- 2 4 9 .
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2 4 . C i t t i
,
L .
,
G e r v a s i
,
P . G .
,
T u r c h i , G . , B e l l u c c i , G . a n d B i a n c h i n i , R . ( 19 8 4 ) T h e
r e a c t i o n o f 3 , 4 - e p o x y - l - b u t e n e w i t h d e o x y g u a n o s i n e a n d D N A i n v i t r o :
s y n t h e s i s a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e m a i n a d d u c t s . C a r c i n o g e n e s is , 5, 4 7 -
5 2 .
2 5 . Si s k
,
S . C .
,
P l u t a ^ L . J. , B o n d J . A . a n d R e c i o , L . (1 9 9 4 ) M o l e c u l a r a n a l y s i s o f
l a d m u t a n t s f r o m b o n e m a r r o w o f B 6 C 3 F 1 t r a n s g e n i c m i c e f o l l o w i n g
i n h a l a t i o n e x p o s u r e t o 1 , 3
- b u t a d i e n e . C a r c i n o ge n es is , 1 5, 4 7 1
- 4 7 7 .
2 6 . R e c i o , L . a n d M e y e r , K . G . I n c r e a s e d f r e q u e n c y o f m u t a t i o n s a t A : T b a s e
p a i r s i n t h e b o n e m a r r o w o f B 6 C 3 F 1 l a d t r a n s g e n i c m i c e e x p o s e d t o 1, 3
-
b u t a d i e n e . E n v i r o n . M o l . M u t a ge n . , i n p r e s s .
2 7 . G e n t i , A . , C a b r a l - N e t o , J. B . , M a r i a g e - S a m s o n , R . , M a r g o t , A . , I m b a c h , J. L . ,
R a y n e r , B . a n d S a r a s i n , A . (1 9 9 2 ) M u t a ge n i c i t y o f a u n i q u e
a p u r i n i c / a p y r im i d i n i c s i t e i n m a m m a l i a n c e l l s . / . M o l . B i o l , 22 7 , 9 8 1- 9 8 4 .
2 8 . K o i v i s t o , P . , K i l p e l a i n e n , ! . , K o s t i a i n e n , R . a n d P e l t o n e n , K . (1 9 9 3 )
I d e n t i f i c a t i o n o f 3 , 4 - e p o x y
- l - b u t e n e - D N A a d d u c t s b y t h e
^ ^ P - p o s t l a b e l i n g
a s s a y . P r o c . A m e r . A s s o c . C a n c e r R es . , 3 4 , 1 2 8 (a b s t r a c t ) .
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T a b l e 1 . M e a s u r e d v a l u e s o f X
j ^ a ^ ,
^ n d X ^ j n o f e a c h E B
- a d e n i n e a d d u c t
,
a n d
t h e c o r r e s p o n d i n g e s t im a t e d a b s o r p t i v i t y c o e f f i c i e n t s i n p a r e n t h e s i s a t d i f f e r e n t
p H v a l u e s .
T y p e s o f
A d d u c t s a t p H 7 a t p H l a t p H 13
EB - A d e l 2 75 (1 2 2 0 0 )
/ 2 44 (2 8 6 0 )
2 7 5 . 5 (15 10 0 )
/ 2 3 8 (29 4 0 )
2 7 4 . 5 (1 09 0 0 )
/ 2 3 8 (2 7 1 0 )
E B - A d e I I 2 7 5 (1 2 5 0 0 )
/ 2 4 3 (3 0 6 0 )
2 7 5 ( 13 6 0 0 )
/ 2 3 8 (2 5 00 )
2 7 4 . 5 (1 0 0 0 0 )
/ 2 4 5 . 5 (2 5 8 0 )
2 1
T a b l e 2 . E s t i m a t e d a m o u n t o f p u r i n e a d d u c t s i n N T H f r o m E B - e x p o s e d D N A
a n d t h e p r o p o r t i o n o f t h e a m o u n t o f E B - a d d u c t e d p u r i n e r e l a t i v e t o t h e p a r e n t
p u r i n e .
T y p e o f D N A P u r i n e s
o r P u r in e A d d u c t s
E s t i m a t e d
A m o u n t
(n m o l / m g D N A )
p r o p o r t i o n o f t h e E B
-
a d d u c te d p u r i n e t o t h e
p a r e n t p u r i n e
G u a n in e 6 8 8 ± 1
E B - G u a l 2 7 ± 2 (3 . 9 ± 0 . 3 ) X 1 0
- 2
E B - G u a I I 2 2 ± 1 (3 . 2 ± 0 . 2 ) X 1 0 - 2
A d e n i n e 9 2 5 ± 7 3
E B - A d e I 0 . 9 9 ± 0 . 0 1 ( 1 . 1 ± 0 . 1 ) X 1 0 - 3
E B - A d e I I 4 . 7 ± 2 . 0 (5 . 2 ± 2 . 5 ) X 1 0
- 3
D a t a a r e c a l c u l a t e d f r o m tw o r e p l i c a t e e x p e r im e n t s . E a c h v a l u e r e p r e s e n t s
m e a n ± S E M .
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F I G U R E L E G EN D S
F i g . 1 . C h r o m a t o g r a m o f t h e p r o d u c t s o f t h e r e a c t i o n o f E B w i th g u a n o s i n e a f t e r
a c i d h y d r o l y s i s . T w o m a i n E B - g u a n i n e p r o d u c t s a r e r e f e r e d a s E B
- G u a I
a n d I I .
F i g . 2 . A b s o r p t i o n s p e c t r a o f gu a n i n e , E B
- G u a I a n d I I i n m o b i l e p h a s e d u r i n g
th e H P L C a n a l y s i s w i t h D A D o n t h e p r e v i o u s f i gu r e .
F i g . 3 . M a s s s p e c t r a o f E B - G u a I I f r o m (A ) l i q u i d s e c o n d a r y i o n i z a t i o n m a s s
s p e c t r o m e t r y a n d (B ) M S / M S .
F i g . 4 . C h r o m a t o g r a m o f t h e p r o d u c t s o f t h e r e a c t i o n o f E B w i th a d e n i n e . T w o
m a i n E B - a d e n i n e p r o d u c t s a r e r e f e r e d a s E B - A d e I a n d I I .
F i g . 5 . A b s o r p t i o n s p e c t r a o f a d e n i n e , E B
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